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Preparations d'immunoglobulines stabilisees et 
proeede pour leur preparation 

5 La presente invention a trait a des preparations' 

d'immunoglobulines (Ig) humaines ou animales, en 

particulier immunoglobulines polyclonales sanguines. La 
presente invention a egalement trait a un proeede de 
stabilisation des immunoglobulines. 

10 Les immunoglobulines sont largement utilisees 

dans la prophylaxie et la therapeutique . Leur mode 
d' administration par voie intraveineuse necessite de 
reduire au maximum leur activite anticomplementaire qui 
peut resulter d'une denaturation des Ig conduisant 

15 notamment a la formation d'agregats et de polymeres. 

Ainsi, la norme europeenne publiee dans 
Pharmeuropa (3 (4) , decembre 1991, 259-268) exige que les 
solutions d'immunoglobulines pour administration 
intraveineuse aient des taux d'agregats et de polymeres 

20 inferieurs ou egaux a 3 % des proteines totales et une 
activite anticomplementaire inferieure ou egale a 1 unite 
CH 50 par mg d'Ig. La formation d'agregats n'intervient 
pas seulement au cours de la preparation des solutions 
d'immunoglobulines, mais aussi au cours de leur 

25 conservation sous forme liquide, notamment lors de leurs 
manipulations. En effet, les immunoglobulines ont 
tendance a se denaturer aux interfaces liquide/gaz et 
liquide/solide, ce qui se traduit par une augmentation de 
1' activite anticomplementaire par formation d'agregats 

3 0 solubles ou insolubles. 

La demande de brevet francais FR-A-2 301 266 
propose un proeede de preparation de gamma-globulines 
injectables par voie intraveineuse. La mise sous forme 
pharmaceutique comprend la dissolution des gamma- 
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globulines dans une solution aqueuse tamponnee et 
contenant du glycocolle et de 1 1 albumine. 

En outre, pour empecher ou reduire toute 
denaturation de surface (aux interfaces liquide/air ou 
5 liquide/solide) , cette demande propose d' a j outer a la 
preparation pharmaceutique obtenue un agent tensio-actif 
non ionique. A titre d 1 agent tensio-actif, cette demande 
propose les Tweens ou le Pluronic 68. Dans le seul mode 
de realisation deer it, cette demande preconise 

10 1 'utilisation de Tween 80 a une concentration de 0,1 % 
e'est-a-dire de 1 g/1. En consequence, la mise sous forme 
pharmaceutique des gamma-globulines passerait par 
1 'utilisation combinee de glycocolle, d 1 albumine et de 
tensio-actif non-ionique a une concentration de l'ordre 

15 del g/1. 

La demande de brevet europeen EP-A 448 075 
decrit un procede de preparation d'lg intraveineuse avec 
filtration sur membrane, dans lequel on cherche a 
empecher la denaturation des Ig lors de la filtration a 

20 l'aide d'un stabilisant tensio-actif, qui peut etre un 
tensio-actif non ionique tel que le Pluronic. Le taux de 
stabilisant recommande est compris entre 0,5 et 50 g/1. 
II en resulte que le produit final contient le tensio- 
actif a un taux tres eleve. 

25 H.L. Levine et al. (J. of Parenteral Science and 

Technology, volume 45 (3) mai-juin 1991, pages 160 a 165) 
rapportent une etude sur les effets protecteurs des 
tensio-actif s non ioniques contre la denaturation de 
surface de solutions d'anticorps monoclonaux faiblement 

30 concentrees dans un test d' agitation. Les auteurs 
rapportent une concentration efficace de l'ordre de 0,1 
%, e'est-a-dire correspondant a 1 g/1. Aucune protection 
n ' est par contre obtenue avec une concentration de 0,1 
g/1. 
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Or il est etabli qu'a ces concentrations elevees, 
ces agents tensio-actif s presentent des inconvenients 
serieux en cas d' injection intraveineuse . 

Ainsi, le brevet US-A-4 439 421 recommande de ne 
5 pas utiliser les tensio-actif s non ioniques tels que 
decrits notamment dans le brevet US-A-4 093 606 
correspondant a la demande de brevet francais ci-dessus, 
pour un probleme d'innocuite vis-a-vis des cellules 
sanguines. Cela confirme les observations de J.C. KRANTZ 

10 et al. (J. Pharmacol Exp. Ther. 93, pages 188 a 195, 
1948) sur le pouvoir hemolytique du Tween 2 0 a la 
concentration de 1 g/1. Le brevet US precite propose de 
stabiliser les solutions d'lg en vue de leur 
lyophilisation en combinant plusieurs types de 

15 stabilisants, macromolecules, proteines et polyols de bas 
poids moleculaire. Le polyethylene glycol est prefere en 
liaison avec de l'albumine humaine et du glucose. 

II est en effet connu que l'albumine agit comme 
un stabilisant efficace pour les immunoglobulines. 

20 Mais dans le contexte medical actuel, on cherche 

a eviter autant que faire se peut 1 'utilisation de 
substances d'origine humaine ou animale, qui presentent 
un risque de contamination virale. 

La demanderesse a maintenant decouvert de facon 

25 surprenante qu'il etait possible de preparer des 
solutions d ' immunoglobulines stabilisees sous forme 
liquide a l'aide d'un tensio-actif non ionique en tres 
faible concentration, tout en se passant des stabilisants 
habituels tels que l'albumine. 

30 La presente invention a done pour objet des 

preparations d' immunoglobulines humaines ou animales, en 
particulier polyclonales, et notamment IgG polyclonales, 
qui comprennent, a titre de stabilisant de conservation 
sous forme liquide, un tensio-actif non ionique en 

35 concentration inferieure ou egale a 0,1 g/1 et qui sont 
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essentiellement depourvues d'albumine. Par 

essentiellement depourvues d'albumine, il faut comprendre 
qu'aucune trace d'albumine n'est detectee par la methode 
de reference Pharmeuropa en electrophorese sur acetate de 

5 cellulose , ce qui correspond a une quantite d'albumine- 
inferieure a 1% des IgG. 

De preference, la concentration en tensio-actif 
non ionique est comprise entre 0,02 et 0,05 g/1 environ 
et est de preference de l'ordre de 0,025 g/1. 
10 De preference, les preparations selon 1 ' invention 

comprennent entre 30 et 120 g/1 d' immunoglobulines. 

Le tensio-actif non-ionique est choisi de 
preference dans le groupe consistant en monooleate de 
sorbitanne polyoxyethylene (2 0) , ether octylphenylique du 
15 deoaethylene-glycol , monolaurate de sorbitanne 
polyoxyethylene (20) , copolymere mixte 

polyoxyethylene/polyoxypropylene et polyoxyethylene et 
Laurate de polyethylene glycol 600. 

Comme cela est d' usage, les preparations selon 

0 1' invention peuvent aussi comprendre un stabilisant de 
lyophilisation usuel tel que le saccharose, notamment en 
concentration de l'ordre de 50 a 100 g/1. 

Les preparations d' immunoglobulines selon 
1 ' invention ont egalement de preference les 

5 caracteristiques preconisees par les normes en vigueur, 
tel que pH compris entre 4,0 et 7,4, osmolality 
superieure a 280 mosmol/kg par 1' addition de solutes 
osmotiquement actifs, tels que des sels mineraux (tel que 
NaCl) ou des sucres (tel que glucose, saccharose, 

0 maltose) ou des sucres-alcools (tels que mannitol, 
sorbitol) ou des acides amines (tel que glycocolle) . 

Les preparations obtenues repondent aux criteres 
de securite d'emploi particuliers aux solutions d'lg pour 
administration intraveineuse , a savoir sterilite 

5 bacterienne et fongique, apyrogenicite, taux reduit 
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d' agregats et de polymeres et activite anticomplementaire 
reduite. 

Les immunoglobulines presentes dans la 
preparation peuvent etre obtenues a partir de plasma, de 
5 serum ou de placenta par les methodes classigues de 
fractionnement des proteines, completees le cas echeant 
par des traitements specifigues visant a reduire le taux 
d 1 agregats et de polymeres et/ou a reduire 1 ' activite 
anticomplementaire de la preparation (par exemple 

10 traitement modere a la pepsine ou a la plasmine, 
traitement dissociant a pH acide, modification chimigue 
par reduction et/ou alkylation ou precipitation des 
agregats et polymeres par le PEG) . 

Les preparations selon 1 1 invention peuvent etre 

15 des solutions pretes a l'emploi, done conservees sous 
forme liguide, ou etre des solutions obtenues 
extemporanement par dissolution d'un concentre 
lyophilise. 

La presente invention a egalement trait a un 
20 procede de stabilisation des preparations 

d' immunoglobulines humairies ou animales, polyclonales, 
dans leguel on ajoute a la preparation un stabilisant de 
conservation sous forme liguide gui est un tensio-actif 
non ionigue de facon a obtenir une concentration 
25 inferieure ou egale a 0,1 g/1 dans la preparation finale. 
De preference, le tensio-actif non ionigue est ajoute en 
concentration comprise entre 0,02 et 0,05 g/1 environ et 
de preference de l'ordre de 0,025 g/1. Le tensio-actif 
non ionigue est choisi parmi ceux indigues plus haut. 
30 L' agent tensio-actif est avantageusement ajoute juste 
avant le conditionnement final en flacons, mais il peut 
egalement etre ajoute a un stade anterieur du procede 
d' extraction et de purification des Ig. 



WO 95/03826 



6 



PCT/FR94/00955 



L * invention va etre maintenant decrite plus en 
detail a 1 ' aide d'essais realises avec des preparations 
d' immunoglobulines selon 1» invention. 

On a simule des conditions severes de 
5 manipulation de flacons d'lg intraveineuse a l'aide d'un- 
test d' agitation. Des flacons de verre borosilicate de 
type I de 50 ml sont remplis aseptiquement avec 20 ml 
d'une solution sterile d'lg a 50 g/1. Les flacons sont 
agites a temperature ambiante de 20 "C pendant 1 ou 2 h 
10 sur un agitateur de type oscillant/alternatif regie pour 
80 oscillations horizontales par minute. 

L'activite anticomplementaire (AcA) de la 

solution est mesUree selon le test decrit dans 
"Pharmeuropa" (supra) . 

15 

Essai 1 : effet protecteur du Tween 80 

Composition de la solution d'lg intraveineuse : 
Ig = 50 g/1 
Saccharose = 100 g/1 
20 NaCl = 1 g/1 
pH = 4,3 

Concentration variable de Tween 80 : de 0 a 
100 mg/1 



Tableau 1 : 

Tween 8 0 (mg/1) 
0 10 25 100 

* AcA avant agitation 0,34 0,35 0,35 0,36 

* AcA apres agitation 2h >1,19 1,19 0,75 0,38 

* CH 50/mg Ig 



35 



Resultat : Une protection nette s 1 observe des 25 
mg/1. Elle est quasiment totale avec 100 mg/1 de tensio- 
actif . 
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Essai 2 ; effet protecteur de Triton X 10 o 

Idem essai 1, mais avec du Triton X 100 au lieu du Tween 
80 comme tensio-actif 
Tableau 2 : 

5 

Triton X 100 (mg/1) 
0 25 50 100 

* AcA avant agitation 0,37 0,36 0,36 0,31 

* AcA apres agitation 2h 0,50 0,34 0,3 6 0,19 

10 

* CH 50/mg Ig 

Resultat : Une protection totale est obtenue avec 
la plus faible concentration essayee, 25 mg/1. 

15 

Essai 3 ; effet protecteur du Tween 80 

Idem essai 1, mais avec une agitation de 1 h au lieu de 
2h. 

Tableau 3 : 

20 

Tween 80 (mg/1) 
0 25 

* AcA avant agitation 0,41 0,33 

* AcA apres agitation lh 0,70 0,27 

25 

* CH 50/mg Ig 

Resultat : Dans cet essai moins severe, la 
concentration de 25 mg/1 de Tween suffit a proteger 
3 0 total ement l'Ig. 



Essai 4 : effet protecteur de l'albumine 

Idem essai 1, mais utilisation d'albumine humaine au lieu 
de Tween 80 comme protecteur. 
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Tableau 4 : 

Albumine (mg/1) 
0 100 1000 10.000 

* AcA avant agitation 0,34 0,36 0,26 0,29 
5 * AcA apres agitation 2h 1,24 0,64 0,27 0,28 

* CH 50/mg Ig 

Resultat : L 1 albumine exerce un effet protecteur 
10 sur l'lg a partir d'une concentration comprise entre 100 
et 1000 mg/1. 

Tensio-actifs non ioniques preferes : 

- Tween 80 (ester oleique du sorbitanne polyoxyethylene 
15 fabrique par Atlas) . 

- Triton X 100 (ether octyl-phenylique du polyoxyethylene 
fabrique par Rohm et Haas) . 

- Tween 20 (ester laurique du sorbitanne polyoxyethylene) 

- Pluronic F 68 (copolymere de polyoxyethylene et de 
20 polyoxypropylene fabrique par Ugine Kuhlmann) . 

- Laurate de polyethylene glycol 600 (fabrique par 
Gattefosse) . 

Le Tween 80 est prefere du fait de son absence de 
toxicite et de son emploi en formulation pharmaceutique 
25 ou alimentaire bien documents (Voir l'ouvrage "Non Ionic 
Surfactants" M. Schick ed. Marcel Dekker NY, 1967, 28, 
923-970) . 

30 



35 
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REVENDICATIONS 

1. Preparations d ' immunoglobul ines humaines ou 
animales, en particulier polyclonales , qui comprennent, a 
titre de stabilisant de conservation sous forme liquide, un 

5 tensio-actif non ionique en concentration inferieure ou 

egale a 0,1 g/1 et qui sont essentiel lement depourvues 
d'albumine. 

2. Preparations selon la . revendicat ion 1, 
caracterisees en ce que la concentration en tensio-actif 

10 non-ionique est comprise entre 0,02 et 0,05 g/1 environ, de 

preference 0,025 g/1 environ. 

3. Preparations selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisees en ce qu'elles comprennent entre 30 et 120 g/1 
d ' immunoglobul ines . 

15 4. Preparations selon 1 1 une quelconque des 

revendicat ions 1 a 3, caracterisee en ce que le tensio-actif 
non ionique est choisi dans le groupe consistant en 
monooleate de sorbitanne polyoxyethylene (20), ether 
octylphenyl ique du decaethylene-glycol , monolaurate de 

20 sorbitanne polyoxyethylene (20), copolymere mixte 

polyoxyethylene/polyoxypropylene et polyoxyethylene et 
Laurate de polyethylene glycol 600. 

5. Preparations selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisees en ce qu'elles 

25 comprennent en outre un stabilisant de 1 yophi 1 i sat ion . 

6. Procede de stabilisation des preparations 
d' immunoglobul ines polyclonales, dans lequel on ajoute a la 
preparation un stabilisant de conservation sous forme 
liquide qui est un tensio-actif non ionique de fagon a 

30 obtenir une concentration inferieure ou egale a 0,1 g/1 dans 

la preparation finale. 
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